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高度变异的 H5N1 禽流感 HA 蛋白中存在高度保守的不变表位，获得的 H5 广谱



























H5N1 avian influenza virus is a highly pathogenic influenza virus caused human 
and avian illness, which can infect chickens, rats, monkeys, cats and ferrets and other 
mammals, human infection with fatality rates approaching 60%, there is no effective 
anti-avian influenza virus drugs. The treatment drug "Tamiflu" recommended by 
WHO for H5N1 can only to relieve symptoms but not cure. Monoclonal antibodies 
has been widely used in experimental research and clinical testing because of its high 
specificity, the nature of uniformity. Clinical use of anti-serum neutralizing antibodies 
for passive immunotherapy has gradually become the main specific treatment of acute 
infectious diseases. In 2005, the first H5 broad-spectrum neutralizing monoclonal 
antibodies 8H5 screening is successful, it was the first time to confirm thatthere is a 
highly conserved epitope in H5N1 HA protein. In 2006, the researchers screened more 
broad-spectrum broad-spectrum monoclonal antibody 13D4 of the H5,it can 
effectively neutralize 41 H5N1 virus including 10 genetic variation Asia Department, 
it has a high hemagglutination inhibition titers by hemagglutination inhibition 
experiments, Further animal experiments show that, its treatment effect for H5N1 
virus is better than the best drug "Tamiflu" on the market today,so it has a broad 
application prospects. In this study,we research the purification process, freeze-dried 
process, the quality standards system of H5 broad-spectrum neutralizing monoclonal 
antibody 13D4,and established a reliable and stable production process, as well as 
complying with regulatory requirements. This research has laid a good foundation for 
products used in the future and controlling of highly pathogenic avian influenza in the 
near future and pending regulatory approval. 
 


















H5N1 禽流感病毒（H5N1 avian influenza virus，简称 H5N1）是一种可致人
禽共患病的高致病性流感病毒，研究发现 H5N1 病毒广泛存在于自然界中，其
天然宿主是“水禽”，能够无症状携带H5N1病毒，给病毒提供了变异的机会，而
且 H5N1 病毒还可以通过候鸟等水禽在全球范围内扩散传播。该病毒 1997 年在
香港首次引发人感染死亡事件，成为一个广受关注的人类新发传染病。根据
WHO 统计数据[1]，从 2003 年底至 2011 年 11 月，全球共报道了 H5N1 禽流感实
验室确证病例 570 例，导致 335 例死亡，致死率接近 60%。流感专家担心 H5N1
病毒的持续流行和变异有可能演变成新一轮的全球流感大流行。 
目前尚无有效的抗禽流感病毒药物，WHO 推荐的流感治疗药物“达菲”对





























流感病毒对热敏感，一般 56  3h℃ 、60  30min℃ 或 70℃以上加热几秒即可













用独特的机理转录合成病毒自身的 mRNA[5]。启动转录时，产生 6 个单顺子的
mRNA，并翻译成 HA、NA、NP 和三种聚合酶（PB1、PB2 和 PA）。NS 和 M
基因的 mRNA 进行拼接，分别产生出两个 mRNA，依不同阅读框架进行翻译，
产生 NS1、NS2、M1 和 M2 四种蛋白。新合成的 vRNP 与 M1、NS2 结合形成
“vRNP–M1–NS2”复合物[6]。HA 和 NA 在粗面内质网（ER）内糖基化，在高尔
基体（Golgi）内修饰，然后运输到表面，植入宿主细胞膜中，HA 需要宿主细胞
蛋白酶将其裂解成 HA1 和 HA2，但两者仍以二硫键相连，这种裂解可生成传染
性病毒，并以出芽方式从质膜排出细胞[7]。 
1.3 H5N1 禽流感病毒的致病机制 





























认识 H5N1 禽流感的疫情形势[10-13]。 




1997 年香港发生 H5N1 禽流感病毒传人死亡事件，改变了人们传统上认为禽流
感不能直接传人的概念[38, 39]，即无需中间宿主的适应过程。截止至 2011 年 11

























2.1 治疗性单克隆抗体的历史  
200 多年前,人们将白喉杆菌培养物上清液中分离到的可溶性毒素注入马体,
发现得到的抗血清可以治疗白喉,这是第一个利用抗体治疗疾病的例子。而抗血
清第一次应用用治疗病毒性疾病是在 1891 年, 法国人 Babes 等用采自经狂犬病
疫苗免疫的人或犬的全血治疗被疯狼严重咬伤的患者 [18-20] 。1975 年 Kohler 及
Milstein 建立了 B 淋巴细胞杂交瘤技术。该技术使人们通过细胞工程可以在体外
定向地制备各种单克隆抗体, 这是抗体产生的重大技术革命。单克隆抗体由于
其特异性高、性质均一, 在实验研究和临床检测中得到了广泛应用[21-23]。而






天然的抗体分子由 4 条肽链组成对称结构,包括两条相同的重链和 2 条相同
的轻链。4 条肽链通过二疏键和其它的分子间力作用连接在一起，形成一个近











































本研究中所使用的 13D4 单抗对 40 株包含 Clade 0-9 等 10 种不同变异分支
的 H5N1 病毒均有中和活性的广谱 H5N1 中和单抗 13D4[42-45]。随后在 H5N1 动
物感染模型小鼠体内验证了单抗 13D4 的抗病毒治疗效果，先用已报道的曾引发
人类感染事件的四类不同变异分支的 H5N1 病毒代表株感染小鼠，分别是
Vietnam/1194/2005（越南株 Clade 1），Indonesia/5/2005（印尼株 Calde 2.1），
BH Goose/Qinghai/15c/2005（青海株 Clade 2.2），Shenzhen/406H/2006（深圳株
Clade 2.3.4），然后用单抗 13D4 进行一针静脉注射治疗，结果显示单抗在病毒
感染 24 小时、48 小时或 72 小时后的给药对四个病毒代表株的治疗均获得 100%
保护率，而未治疗组小鼠在感染病毒后的7-10天内陆续死亡，说明H5广谱中和






















时间延迟了 1-2 天，并不能有效保护小鼠存活[55,56]。而从病毒感染前 3 天起直至
感染后第 6 天每天连续用药，26 只小鼠仍仅 12 只存活（存活率 46.2%）。显然，




通过对 H5 的广谱中和性单克隆抗体 13D4 的纯化工艺，冻干工艺，质量标
准的系统研究，建立一套可靠，可重复的 13D4 冻干产品的生产工艺，并建立一
套完善的产品质量标准，以使得 13D4 冻干产品符合新药注册申报的要求。 
3.2 研究的意义 
13D4 抗体是一株广谱中和单抗，能有效中和 41 株包括所有 10 个遗传变异
亚系的 H5N1 病毒，通过血凝抑制实验发现它能对该 41 株病毒产生很高的血凝
抑制滴度，进一步的动物实验表明，其对于 H5N1 病毒的治疗效果明显优于如
今市场上最好的流感治疗药物达菲，具有广阔的应用前景。本研究建立了一套


















第二章  材料与方法 
1 材料 
1.1 仪器 
5415D 型台式离心机                                德国 Eppendorf 公司 
6K15 型高速冷冻离心机                                 德国 SIGMA 公司 
Mini Protean III 型电泳槽                           美国 Bio-Rad 公司 
PowerPac300 型电泳仪                                美国 Bio-Rad 公司 
PSH500A 生化恒温培养箱                      重庆银河实验设备有限公司 
THZ-C 恒温振荡器                                  江苏太仓实验设备厂 
大型控温轨迹摇床                                      葡萄牙 TEQ 公司 
核酸蛋白检测仪                                    德国 Eppendorf 公司 
MBA2000 型分光光度计                                PERKIN ELMER 公司 
酸度计                                                美国 ORION 公司 
磁力搅拌器                                              德国 TDA 公司 
凝胶成像仪                                              美国 UVI 公司 
恒流泵                                        北京兰格恒流泵有限公司 
洁净工作台                                      上海淀山湖净化设备厂 
AB104-N 型电子分析天平                         上海梅特勒-托利多公司 
酶标仪                                              奥地利 TECAN 公司 
Columbus Plus 型自动洗板机                                 TECAN 公司 
超纯水仪                                               美国 PALL 公司 
垂直电泳槽                                           美国 Biorad 公司 
暗视野观察灯                                 美国 Clare Chemical 公司 
超低温冰箱                                           美国 HARRIS 公司 
分析型 HPLC                                         美国 Beckman 公司 
















ADP ES-53 型冷冻干燥机                                美国 VIRTIS 公司 
HGS-Ⅳ型西林瓶灌装机                                         上海旭发 
1.2 实验动物 






免疫荧光载玻片（chamber slide） 美国 Nalge Nunc




























2.1.1 LB 培养基  
液体培养基的组成是 NaCl 1％, Yeast extract 0.5％, Tryptone 1％, 用 NaOH
调 pH 至 7.4，15lbf/in2（1.034～105Pa）高压蒸汽灭菌。固体培养基为液体培养
基中加入琼脂至 1.5％。 
2.1.2 选择性培养基 
液培：往 LB 培养基中以 1：1000 加入抗生素，4℃储存备用。 
固培：将固体培养基水浴加热融化，待冷却至 40～50℃时以 1：1000 加入
抗生素，混匀，倒入平皿中约 5mm 厚，室温冷却成固体后，倒置，放置 4℃储
存备用。 
2.1.3 常规细胞培养用抗生素配制 
氨苄青霉素：每 5 克干粉中加入 5mL 无菌水溶解之后，分装成 1.5mL 小管
于－20℃冻存，终浓度为 100mg/mL。 
卡那霉素储备液：每瓶 0.5g/2mL 硫酸卡那霉素溶液加入无菌水溶解，稀释
成 25mg/mL 的 Kan 储备液，－20℃冻存。 
庆大霉素储备液：每毫升 4 万单位注射液 4℃保存。 
四环素储备液：以 ddH2O 配成 5mg/mL 的储备液，－20℃避光保存。 
2.1.4 PBS（pH 7.45） 
20mmol/L NaCl ， 2.68mmol/L KCl ， 10mmol/L Na2HPO4 ， 1.76mmol/L 
KH2PO4。 
2.1.5 鸡红血球溶液制备(0.5％，RBC) 
在市场上新鲜采集的鸡血中，加入 1％肝素抗凝剂，用 PBS 洗涤 3 遍以
上，最终按体积比配置成 0.5％的鸡红血球溶液。洗涤时，离心转速为 3000g × 
5min；最后一次要求用 3000gX 20min。配置好的溶液可以 4℃保存 2－3 天。 
2.1.6 硫酸铜溶液（二氧化碳培养箱用） 
称取硫酸铜（CuSO4）8g，溶于 1000mL 去离子水中；分装于 2 个干净的
1L 三角瓶中，用双层铝铂封口，再用报纸包住铝铂，并用橡皮筋扎住；湿热灭
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